



















blocking  the  angiogenesis.  Repeated  intravitreal  injections  of  BVZ  for  the  treatment  of  ocular 




microemulsions”,  to obtain  spherical NPs with mean diameters of  280–430 nm, Zeta potentials 
between −17 and −31 mV, and drug entrapment efficiencies between 50 to 90%. This study focused 
on  the  biochemical  and  biophysical  stabilities  of  BVZ  after  entrapment  in  NPs.  SDS‐PAGE 











Bevacizumab  (AVASTIN®,  BVZ)  is  a  recombinant  humanized  monoclonal 
immunoglobulin antibody, with antihuman vascular endothelial growth  factor  (VEGF) 






In addition  to  tumor angiogenesis, an excessive new blood vessels growth  is also 
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preserve  vision;  pegaptanib,  ranibizumab,  and  aflibercept  have  been  approved  for 
intravitreal administration. On the other hand, BVZ, which has been proven to be effective 
against  the  same diseases,  is  currently used off‐label  in  intravitreal administration  for 







able  to  release  BVZ  in  a  slow  and  long‐lasting manner  to  reduce  the  frequency  of 




[10] prepared BVZ‐loaded  liposomes, vesicular  systems  composed of an aqueous  core 
enclosed by phospholipid bilayers, which were injected with conventional soluble BVZ, 
in the right and left eyes of albino rabbits, respectively. The intravitreal injection of BVZ 
encapsulated  in  liposomes was  tolerated well, and  the drug clearance  in vitreous  from 
liposomal formulations was slower than the soluble form was. Moreover, the developed 
liposomes  provided  sufficient  concentrations  of  the  therapeutic  drug  for  >6  weeks, 
suggesting their exploitation as an intravitreal delivery system. 
Polymeric  micro/nanoparticles  (NPs)  represent  a  further  strategy  to  achieve  a 




in  a  sustained way  for  over  90  days  and  that  the  release  rate  could  be modified  by 
changing the drug/polymer ratio. 













main disadvantages of  the aforementioned experiments are related  to either  the use of 
nonbiodegradable  matrices  or  the  application  of  complex  production  technologies 
requiring sophisticated equipment. 
Keeping  this  in mind, we aimed  to develop BVZ‐loaded NPs—employing highly 






a  technique,  unlike most methods  described  in  the  literature,  does  not  require  high 















Propylene  glycol was  purchased  from ACEF  (Fiorenzuola  d′Arda,  Italy);  benzyl 
alcohol,  Sepharose®CL  4B,  ethyl  acetate,  sodium  sulfate,  sodium  dodecyl  sulfate, 
phosphate buffer saline (PBS) tablets, trichloroacetic acid, M199 medium, heparin, MTT, 
VEGF‐α, crystal violet, fetal calf serum, and antibiotics for cell cultures and sample buffer 
Laemmli  were  from  Sigma‐Aldrich  (Dorset,  UK);  Epikuron®200  was  from  Cargill 
(Minneapolis, MN, USA); Cremophor®RH60 was from BASF (Ludwigshafen am Rhein, 
Germany); taurocholic acid sodium salt was from ICN Biomedicals (Aurora, OH, USA); 
potassium  phosphate  monobasic,  potassium  phosphate  dibasic,  and  dioctyl  sodium 
sulfosuccinate (AOT) were from Merck (Darmstadt, Germany), agar and trilaurin were 
from Alfa‐Aesar (Ward Hill, MA, USA); hyaluronic acid sodium salt 1600 kDa (HA) was 
from  Farmalabor  (Barletta,  Italy);  Avastin®  Roche  (Basilea,  Switzerland)  was  gently 
purchased  from Molinette Central Hospital  (Turin,  Italy); sodium chloride  (NaCl) and 
ethanol were from Carlo Erba (Val De Reuil, France). Boyden chamber filters were from 
Neuro Probe  (BIOMAP  snc, Milan,  Italy)  and Matrigel was  from BD Biosciences. The 





NPs were prepared using  the “cold dilution of microemulsion”  technique  [13,14]. 
Briefly,  O/W  microemulsions  (μEs)  were  prepared  by  solubilizing  trilaurin  and 
Epikuron®200 in water‐saturated ethyl acetate (s‐EA); then, EA‐saturated water (s‐water), 
surfactants,  and  co‐surfactants  were  added,  and  the  mixture  was  stirred  until  a 
transparent formulation was obtained. μE compositions are reported in Table 1. 
   








  Ingredients (mg)  μE1 and 6  μE2 and 7  μE3 and 8  μE4 and 9  μE5 and 10 












  Trilaurin  60  60  60  60  60 
Benzyl alcohol  75  ‐  ‐  ‐  ‐ 
AOT  0.9  0.9  1.8  1.8  1.8 
Epikuron®200  150  150  150  150  150 
Taurocholic acid sodium salt 50  10  ‐  ‐  ‐ 
Cremophor®RH60  65  45  45  45  45 
Propylene glycol  ‐  ‐  200  200  200 
s‐water *  700 μL  700 μL  700 μL  700 μL  700 μL 
  Dilution water  5 mL  5 mL  3 mL  3 mL  3 mL 












[16]  (μE6–μE10,  Table  1) were  prepared  by  introducing  appropriate  amounts  of  EA‐
saturated Avastin® in s‐water and then following the procedure reported above for blank 
NPs, adding AOT at a 1:150 BVZ:AOT molar ratio. The final step was the precipitation of 
NPs  by  μE water  dilution  and, when  required,  the  solubilization  of HA  in  aqueous 
suspension. 










light  scattering  technique  (DLS,  Brookhaven  Instruments, New  York, NY, USA). NP 

























SDS‐PAGE‐BVZ  entrapment  was  confirmed  using  SDS‐PAGE,  as  described  in 
Section  2.6.1.  The  electrophoretic  bands  of  BVZ‐NPs  before  and  after  gel‐filtration 
chromatography purification were  analyzed with  the KODAK  1D program. The  ratio 
between the pixel of the purified NP and non‐purified NP bands × 100 expresses the BVZ 
EE%. 
To verify  that BVZ was effectively  loaded  into NPs, gel‐filtration chromatography 
followed by SDS‐PAGE (Section 2.6.1) was performed both on BVZ‐NPs and on a solution 
of BVZ. Briefly, 2 mg mL−1 of BVZ solution (the same BVZ concentration used in μE6) was 
prepared  in  the  presence  of  taurocholic  acid  sodium  salt,  Cremophor®RH60,  and 















































method  [17] using a multicompartmental  rotating  cell  system  consisting of donor and 
receptor compartments of equal volume (1.5 mL) separated by a membrane with 0.1 μm 
pores. 
The  receiving medium was  0.125% w/w HA  in water. With  opportunely  diluted 
Avastin® in 0.125% w/w HA aqueous solution, NP9 and NP10 suspensions were used as 
donor  formulations  in separate experiments. At  fixed  times,  the  receptor  solution was 
withdrawn, and  the compartment was refilled with  fresh receiving medium, obtaining 





The biocompatibility of NPs  toward  retinal pigment epithelial ARPE‐19  cells was 
evaluated by Sulforhodamine B colorimetric viability assay (SRB assay). 
ARPE‐19 cells were routinely grown in the DMEM:F12 medium, with the addition of 






















The  data  are  shown  as  means  ±  SEM  (standard  error  mean  standard 








label  therapy,  even  if  its  half‐life  is  described  to  be  4–5  days  [8];  the  frequent 
administrations,  essential  to  achieve  therapeutic  effects,  can  determine  some  adverse 
effects such as retinal detachment and endophthalmitis. A drug delivery system able to 
release BVZ slowly  for a prolonged  time could be useful  to  reduce  the administration 







reported  in  the  literature;  indeed,  different  authors  indicated  that,  after  intravitreal 

























loading  of  BVZ  (NP8)  increased  the mean  diameter  of NPs,  as  also  reported  in  the 
literature [21]; a possible explanation can be related to the high molecular dimension of 






Formulation  Mean Diameter (nm)  P.I.  Zeta Potential (mV) 
NP1  398.6 ± 2.4  0.298  −23.54 ± 1.36 
NP2  326.9 ± 2.9  0.237  −21.84 ± 1.44 
NP3  286.5 ± 1.2  0.281  −18.57 ± 1.08 
NP4  287.4 ± 4.6  0.215  −30.87 ± 2.65 
NP5  280.6 ± 4.1  0.268  −31.78 ± 3.01 
NP6 *  432.1 ± 3.8  0.190  −24.20 ± 1.85 
NP7 *  368.4 ± 3.7  0.281  −22.59 ± 2.15 
NP8 *  385.4 ± 2.1  0.318  −17.39 ± 1.51 
NP9 *  370.7 ± 4.8  0.235  −30.15 ± 3.85 






precipitates  with  trilaurin  following  μE  dilution,  both  constituting  the  NP  matrix. 
Moreover, as can be seen, the Zeta potential values of NP3 and NP8 were significantly less 
negative  than  all  other  formulations, probably due  to  the  absence  of  taurocholic  acid 
sodium salt, which contributed to the negative superficial charge of other formulations, 
while the Zeta potentials of NP9 and NP10 were much more negative due to the presence 
of HA. Thus,  it  can be  assumed  that  the presence of HA  could  increase  the overtime 
physical  stability  of NPs.  The  entrapment  of  BVZ  into NPs  does  not  influence  Zeta 
potential values in a significant way, suggesting that it was completely incorporated into 
the solid matrix. 
















A  satisfactory  separation  between NPs  and  free‐BVZ was  obtained with  a  slight 
overlap between fraction 11 and 12. Fractions from 12 to 20 were considered as free BVZ 
fractions after centrifuging them to remove the residual NPs before BVZ determination. 
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NP6  50.5 ± 1.5  53.4 ± 1.3  0.48 
NP7  91.4 ± 2.7  93.5 ± 2.5  0.88 
NP8  90.4 ± 2.1  92.6 ± 1.8  1.74 
NP9  95.5 ± 3.2  94.2 ± 3.1  1.81 
NP10  95.2 ± 2.3  93.1 ± 3.4  1.79 




The BVZ EE% seems  to be  influenced by μE composition  in a  significant way.  In 
particular, the presence of high amounts of  taurocholic acid sodium salt  in μE6 would 
lead  to a considerable decrease  in  the amount of entrapped BVZ, probably due  to  the 
formation of micelles in the aqueous phase and to their solubilizing capacity; indeed, in 
NP6, the BVZ EE% was 50.5%, compared with values higher than 90% for NP7 and NP8, 















































































































were  registered  during  the  storage  at  36  °C,  simulating  the  ocular  temperature. HA 





























Subsequently,  the  stability  of  BVZ  was  analyzed  when  entrapped  in  NPs.  A 
considerable degradation of both heavy and light chains was observed at 30 days when 
BVZ was loaded into NP8 and stored at 36 °C (data not shown). 
Considering  its  positive  effect  on  the  free‐BVZ  stability, HA,  an  FDA‐approved 
polysaccharide, widely used as an excipient for ophthalmological dosage forms [25], was 
added  to  the  BVZ‐NP  suspension  at  two  different  concentrations  (0.125%  and  0.25% 
Figure  5,  Lanes  1  and  2,  respectively)  to  evaluate  its  effect  on  BVZ  stability  when 
entrapped in NPs at 36 °C. 



















mandatory  to  test  the  ability  of  BVZ  to  retain  its  three‐dimensional  structure when 
exposed to surfactants and co‐surfactants in the μE composition. 
Secondary structural analysis by CD was carried out  to  investigate  the secondary 
structure stability of BVZ when associated with NPs. CD spectroscopy directly on  the 
BVZ‐NP  suspension was  impaired,  as  significant  background  noise was  detected.  To 




25 mg mL−1  1:100 diluted) was  recorded  as  a  control  (black  line). The BVZ  spectrum 
presented a minimum between 210 and 220 nm. 










surf‐AOT‐light‐grey curve) present a similar  trend  to  the curve generated by Avastin® 
(black curve). This strongly indicates that BVZ retains its structural integrity even in the 
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No  burst  effect  was  observed  from  both  NP9  and  NP10,  suggesting  an  actual 
























The  biocompatibility  of  blank  and  BVZ‐loaded  NPs  (NP4  and  BVZ‐NP9, 
respectively) was tested on retinal pigmented epithelium ARPE‐19 cells. This cell line was 


















Instead,  a  significant  decrease  in  cell  viability was  observed  for  free  BVZ  at  all 
concentrations.  The  effect  of  BVZ  loaded  into NPs was  observed  only  at  the  highest 
concentration tested. At 5 μg mL−1, it did not influence cell growth, but at 10 and 20 μg 
mL−1, it caused a 10 and 40% loss in viability, respectively. To demonstrate that the lower 
effect  of NP‐loaded  BVZ  on ARPE  19  is  not  due  to  a  loss  of  BVZ  activity  after  the 





inhibition of about 40%  (data not  shown).  Indeed, BVZ  loaded  into NPs maintains  its 
activity and BVZ‐NP9 was even at least 50 times more active than the free substance. 
As was demonstrated, as entrapped BVZ maintained its activity, the minor effect of 





precondition  to  undertake  further  studies  aiming  to  improve  its  intraocular 
bioavailability, avoiding patient discomfort due to repeated intravitreal administrations. 
The  use  of  the  formulation  technology  called  “cold  dilution  of microemulsions” 





winning  strategy  to  load  a  great  number  of  antibodies  into  NPs.  Moreover,  the 
observation of  the  increased BVZ  stability  in  a  vitreous humor‐like  environment was 
crucial  to realize  that  the  introduction of HA  in  the NP suspension could  improve  the 
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